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〔背景および目的〕 
炎症は、体を外的刺激や組織損傷から防御するために最も重要な生物学的過程
の一つである。炎症過程における調節不全は、発癌の主要な原因として考えられ
ている。炎症反応の始動には複数の要因が関与するが、主な要因の一つに活性酸
素種（reactive oxygen species：ROS）の産生が挙げられる。ROSや一酸化窒素（
Nitric oxide：NO）の産生増加は、脂質、タンパク質およびDNAの酸化修飾を誘導
して炎症反応を増強する。ROSの除去には、抗酸化剤や遷移金属が有効であること
が知られている。実際、パラジウムや金など幾つかの遷延金属をナノサイズの粒
子に微小化したin vitroの実験系において、特に白金ナノ粒子（nano-Pts）が高
い触媒効果を持ち、スーパーオキシド（superoxide：O2
-）の除去能を有すること
が知られている（Kajita et al. Free Radic Res 2007）。さらに、我々の研究室
において、nono-Ptsが紫外線による炎症を防御することをこれまでに報告してい
る (Yoshihisa et al. Exp Dermatol 2010)。 
本研究では、マクロファージ細胞株を用いてlipopolysaccharide（LPS）誘導の
炎症に対して、nano-Ptsが有する抗酸化作用の関与を解明することを目的として
検討を行った。 
〔方法並びに結果〕 
マウスマクロファージ細胞株のRAW264.7細胞を用いて、LPS誘導性の炎症
応答およびROS産生に対するnano-Ptsの作用・効果を検討した。Nano-Pts（
10～1000 μM）がRAW264.7細胞において毒性を有さないことは、MTTアッセ
イ法により確認した。細胞にnano-Pts（10、50および100 μM）を添加して
24時間培養後にLPS（10 μg/ml）により刺激した。 
ま ず 、 LPS 誘 導 ROS 産 生 に 対 す る nano-Pts の 作 用 を 解 析 し た 。
Hydroethidineおよびdichlorofluorescein diacetateを用いたフローサイ
ロメトリーでO2
- およびパーオキシド（peroxide：H2O2）の測定を行ったと
ころ、両者ともにnano-Ptsによる有意な抑制を認めた [O2
-；Control：5.1 
± 0.1%、LPS：26.4 ± 2.8%、LPS + nano-Pts：20.1 ± 2.2% (P < 0.005)
、H2O2；Control：5.1 ± 0.1%、LPS：17.0 ± 1.2%、LPS + nano-Pts：14.3 
± 1.2% (P < 0.01)]。誘導型NOS（inducible nitric oxide synthase：iNOS
）およびcyclooxygenase-2（COX-2）のタンパク質産生量をWestern blot法
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により測定したところ、nano-Ptsの添加濃度依存的な減少を認めた（iNOS/
β-actin；LPS：1.0、LPS + nano-Pts 10μM：0.92、LPS + nano-Pts 50 
μM：0.51、LPS + nano-Pts 100 μM：0.25、COX-2/β-actin；LPS：6.0、
LPS + nano-Pts 10 μM：5.5、LPS + nano-Pts 50 μM：4.3、LPS + nano-Pts 
100 μM：3.0）。なお、RT-PCR法におけるmRNA発現でも同様に、nano-Pts
の添加濃度依存的な減少を認めた。また、ELISA法で測定したprostaglandin 
E2（PGE2）のタンパク質産生量も、nano-Ptsの添加濃度依存的に有意な減少
を認めた(P < 0.001)。 
次に、LPS誘導炎症性サイトカインの発現変化に及ぼすnano-Ptsの作用を
調べた。Western blot解析でIL-1β、TNF-αおよびIL-6のタンパク質産生
量を測定したところ、nano-Ptsの添加濃度依存的な抑制を認めた（IL-1β/
β-actin；LPS：2.8、LPS + nano-Pts 10 μM：2.7、LPS + nano-Pts 50 
μM：2.7、LPS + nano-Pts 100 μM：1.6、TNF-α/β-actin；LPS：1.8、
LPS + nano-Pts 10 μM：1.7、LPS + nano-Pts 50 μM：1.6、LPS + nano-Pts 
100 μM：0.8、IL-6/β-actin；LPS：3.8、LPS + nano-Pts 10 μM：3.7、
LPS + nano-Pts 50 μM：3.0、LPS + nano-Pts 100 μM：2.3）。また、nuclear 
factor kappa-B（NFκB）シグナルであるinhibitory kappa B-alpha（Iκ
B-α）のリン酸化産生量においても、nano-Ptsによる顕著な抑制を認めた
。一方、Akt、extracellular signal regulated kinase（ERK1/2）、p38お
よびSAPK/JNKならびにそれらのリン酸化産生量においてもWestern blot法
において測定したところ、nano-PtsはAkt およびERK1/2のリン酸化を抑制
したが、p38およびSAPK/JNKに対しては影響しなかった。 
〔総括〕 
本研究では、nano-Ptsの抗酸化作用に注目して、LPS刺激誘導炎症に及ぼ
す影響を明らかにするために、マクロファージ細胞株を用いた検討を行った
。Nano-Ptsは、ERK1/2およびAktのリン酸化とIκB-αのリン酸化の抑制を
介して、LPS刺激誘導炎症に対して強力な抑制効果を示した。本研究の成果
は、nano-Ptsが強力な抗酸化作用を有しており、生体の炎症防御に有用で
あることが示唆された。  
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【目的】 
 生体における炎症反応には多くの要因が関与するが、主要因の１つとして活性酸素種
（reactive oxygen species: ROS）の産生が知られている。ROSは、脂質、タンパク質、
DNA等の酸化修飾を介して炎症反応を増強する。抗酸化剤の他にも、周期表で第3族元素
から第11族元素の間に存在する元素である遷移金属がROSの消去に有効であることが注
目されている。遷移金属をナノサイズの粒子に微小化したin vitro 実験系において、
とくに白金ナノ粒子(nano-Pts)が高い触媒効果を有しており、優れたスーパーオキシド
(superoxide:O2
.-)消去能を有することが報告されている。そこで、REHMAN氏は、マクロ
ファージ細胞株を用い、lipopolysaccharide(LPS)刺激により誘導された炎症反応に対
して、nano-Ptsが炎症性サイトカイン等の発現とそのシグナル伝達系に及ぼす効果につ
いて検討した。 
 
【方法と結果】 
１）マウスマクロファージ細胞株RAW264.7細胞に対して、MTTアッセイ法によりnano-Pts 
(10～1000M,24時間処理)は細胞毒性を示さなかった。 
２）Hydroethidine および dichlorofluorescein diacetate を用いたフローサイトメト
リーにより、スーパーオキシド(O2
.-)と過酸化水素(H2O2)を測定した。O2
.- を産生する細
胞の割合(%)は、対照群：5.1±0.1%、LPS 刺激群：26.4±2.8%、LPS+nano-Pts 処理群：
20.1±2.2%（p<0.005）であり、H2O2では対照群：5.1±0.1%、LPS 刺激群：17.0±1.2%、
LPS+nano- Pts 群: 14.3±1.2% (p<0.01)となり、両者とも nano-Pts による有意な抑制
が認められた。 
 
 
本研究により、遷延金属の中でも強い抗酸化作用を示す nano-Pts の抗炎症作用の分子
機序の一部が明らかなった。LPS にて誘導された O2
.-と H2O2は、nano-Pts 前処理により
有意に減少し、iNOS、COX2、炎症性サイトカイン（ IL-1、TNF-、IL-6）発現も抑制
されることを示した点に医学的重要性がある。その分子機序として、nano-Ptsが、ERK1/2
と Akt のリン酸化抑制を介して iNOS、COX2、IL-1、TNF-、IL-6 の発現を調節する
NF-B 活性化を抑制することを初めて明らかにした点は新規性が高いと評価できる。本
研究はマウスマクロファージを用いた in vitro での結果ではあるが、ヒト由来細胞の
検討や動物実験等の今後の研究発展により臨床応用に向けた展望を拓くものである。し
たがって、本審査会は本論文を博士（医学）の学位に十分値すると判断した。  
３）誘導型NOS(iNOS)とcyclooxygenase-2(COX-2)のタンパク質発現をウエスタンブロッ
ト法、mRNA発現をRT-PCR法で検討した結果、両者ともLPSによる発現増加は、nano-Pts
前処理により濃度依存的に抑制された。また、prostaglandin E2(PGE2)のタンパク質
産生量をELISA法で測定した結果、 LPSによる産生量はnano-Pts前処理により、濃度
依存的に抑制された。さらに、LPS誘導炎症性サイトカイン（IL-1、TNF-、IL-6）
のタンパク質発現をウエスタンブロット法で解析した結果、 LPSによる発現増加は
nano-Pts前処理により、濃度依存的に抑制された。 
４) Nuclear factor kappa-B(NF-B)調節因子であるIB、Akt、ERK1/2、p38、SAPK/JNK
のタンパク量と各リン酸化量をウエスタンブロット法で解析した結果、IB、Akt、
ERK1/2のLPS刺激によるリン酸化誘導は、nano-Pts前処理で抑制された。一方、p38
とSAPK/JNKのLPS誘導リン酸化に対しては、nano-Pts前処理による抑制は認められな
かった。 
 
【総括】 
